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摘
!

要#目的
!

探讨口腔鳞癌组织中肿瘤转移相关基因
$

"

!"#$

#在蛋白和
()*#

的表达水平!揭示其与口腔鳞癌"

+,--

#

发生$发展的关系%方法
!

采用免疫组织化学法和原位杂交技术检测
./

例
+,--

标本$

$%

例口腔黏膜白斑与
0'

例正常口腔黏

膜标本中
!"#$

基因的表达水平!并分析其与
+,--

临床病理学参数的关系%结果
!

!"#$

蛋白和
!"#$()*#

在
+,--

组

织中的表达水平显著高于口腔黏膜白斑和正常口腔黏膜"

!

$

'1'%

#!口腔黏膜白斑中
!"#$

蛋白和
!"#$()*#

表达水平显著

高于口腔正常黏膜"

!

$

'1'$

#!

!"#$

蛋白和
!"#$()*#

表达与肿瘤浸润深度和淋巴结转移密切相关"

!

$

'1'%

#%结论
!

!"#$

基因在蛋白和
()*#

的表达水平在
+,--

发生$发展及浸润转移过程中起一定促进作用!有望成为判断
+,--

预后及选

择治疗方案的一个新肿瘤标志物%

关键词#
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肿 瘤 转 移 相 关 基 因
$
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%是近年来新发现的一个与多种肿瘤浸润转移密切相关

的基因#其基因产物与肿瘤细胞侵袭和生长过程中的信号转导

密切相关'

$

(

)已有研究表明#其编码的
!"#$

蛋白在肺癌*喉

癌*卵巢癌'

0:.

(等多种恶性肿瘤中高表达#并与癌细胞浸润深

度*淋巴结转移*病理分级及预后密切相关#说明
!"#$

基因

表达上调与多种癌细胞的浸润*转移能力有关)口腔鳞癌$

3:

D@H8

I

F@(3F8G=HHG@DG493(@

#

+,--

%作为头面部常见的恶性肿

瘤#

!"#$

基因表达异常与口腔鳞癌的关系尚未见报道)本

研究采用免疫组织化学方法和原位杂交技术从蛋白和
()*#

水平对
+,--

中
!"#$

基因的表达进行研究#探讨其在
+,--

发生*发展中的作用)

@

!

材料与方法

@1@

!

标本
!

./

例
+,--

组织标本来自
0''/

!

0'$$

年海南医

学院附属医院口腔颌面外科手术切除的标本#术后均经病理诊

断证实为高*中*低分化
+,--

)其中男
06

例#女
$&

例&年龄

5'

!

&.

岁#平均
.6

岁#所有病例术前未接受放疗*化疗&另取

$%

例口腔黏膜白斑和
0'

例外伤或门诊拔牙患者的正常口腔

黏膜作为正常对照)所有标本均经
.P

多聚甲醛液固定#常规

石蜡包埋#制成
.

"

(

厚连续切片)

@1A

!

主要试剂
!

羊抗人
!#"$

多克隆抗体$浓缩液%购自

,@9>@-DFNQ43>=GA93H3

?M

公司&

,:O

免疫组化试剂盒*

!"#$

原位杂交试剂盒*

R#Q

显色系统购自武汉博士德生物工程有

限公司#其他试剂均为分析纯)

@1B

!

方法

@1B1@

!

免疫组织化学染色
!

采用免疫组织化学
,:O

染色法#

石蜡切片常规脱蜡#梯度乙醇至水#以柠檬酸盐缓冲液高温高

压修复抗原#自然冷却至室温#继以
,:O

法检测#

5

#

5:

四盐酸二

氨基联苯胺$

R#Q

%显色#苏木素复染#封片#操作步骤按
,:O

试

剂盒说明书进行)以磷酸盐缓冲液$

OQ,

%代替一抗作阴性对

照#已知的阳性
+,--

标本做阳性对照)

@1B1A

!

组织标本原位杂交
!

常规石蜡切片#脱蜡至水#胃蛋白

酶消化)预杂交后滴加地高辛标记的
!"#$

寡核苷酸探针杂

交液
5&S

杂交过夜#柠檬酸钠缓冲液$

,,-

%冲洗后滴加封闭

液)滴加生物素化鼠抗地高辛*链霉素亲合素
:

生物素
:

酶免疫

组化$

,#Q-

%*生物素化过氧化物酶#最后
R#Q

显色#苏木素复

染*乙醇脱水*二甲苯透明#封片)
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结果判断

@1C1@

!

免疫组化结果判断
!

!#"$

蛋白阳性染色主要定位

于细胞核#少数定位于细胞质#呈棕黄色颗粒)采用双盲法统

计结果#随机选取
%

个高倍视野$

T.''

%计数#统计阳性细胞

百分比#根据阳性细胞百分比判断结果!阳性细胞小于
$'P

为

%'60

重庆医学
0'$0

年
$'

月第
.$

卷第
0;

期

"

基金项目#海南省教育厅科研基金资助项目$
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K

7

0'$':5$
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#
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通讯作者$

"=H
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阴性&

$'P

!

5'P

记为弱阳性&大于
5'P

为阳性)

@1C1A

!

原位杂交结果判断
!

!"#$()*#

阳性染色主要定

位在细胞质中#呈棕黄色)原位杂交结果计算方法为!阳性细

胞小于或等于
0'P

*小于或等于
.'P

*小于或等于
&'P

*大于

&'P

分别记为
$

*

0

*

5

*

.

分&根据杂交信号强弱分为弱*中*强
5

个等级#分别记为
$

*

0

*

5

分)上述两项计分相加#小于或等于

0

分者为阴性$

W

%#

5

!

.

分者为弱阳性$

X

%&

.

!

&

分者为阳性

$

XX

%)

@1D

!

统计学处理
!

采用
,O,,$51'

统计学软件进行
$

0 检验

和
Y48A=D

确切概率计算#以
!

$

'1'%

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A1@

!

!"#$

蛋白和
!"#$()*#

在口腔组织中的表达
!

!"#$

蛋白和
!"#$()*#

在
+,--

和口腔黏膜白斑中均

有不同程度的阳性表达$封
0

图
$

!

.

%)

!"#$

蛋白在
+,--

中的阳性表达率为
&/1'6P

#在口腔黏膜白斑中的阳性表达率

为
.'P

#正常口腔黏膜无表达&

!"#$()*#

在
+,--

*口腔

黏膜白斑和正常口腔黏膜中的阳性表达率分别为
;'15P

#

./1/&P

和无表达)由此可见#

!"#$

蛋白和
!"#$()*#

在
+,--

中高表达#与口腔黏膜白斑和正常口腔黏膜比较#差

异有统计学意义$

!

$

'1'%

%&口腔黏膜白斑与正常口腔黏膜比

较#

!"#$

蛋白和
!"#$()*#

表达率明显升高#差异有统

计学意义$

!

$

'1'$

%#结果见表
$

)

A1A

!

+,--

组织中
!"#$

蛋白和
!"#$()*#

表达与临床

病理学参数的关系
!

!"#$

蛋白和
!"#$()*#

在肿瘤浸

润至肌层和有淋巴结转移时阳性表达率明显升高#与肿瘤局限

于黏膜及黏膜下层和无淋巴结转移者比较#差异有统计学意义

$

!

$

'1'%

%#中*低分化组和高分化组相比*临床分期
%!&

期

和
'!(

期相比#

!"#$

蛋白和
!"#$()*#

阳性表达率差

异无统计学意义$

!

%

'1'%

%#结果见表
0

)

表
$

!!

!"#$

蛋白和
!"#$()*#

在口腔组织

!!!

中的表达%

$

&

P

'(

组织类型
$ !"#$

蛋白阳性表达
!"#$()*#

阳性表达

+,--

组织
./ 5%

$

&/1'6

%

5&

$

;'1.5

%

口腔黏膜白斑
$% /

$

.'1''

%

&

$

./1/&

%

正常口腔黏膜
0' '

$

'1''

%

'

$

'1''

%

表
0

!!

+,--

组织中
!"#$

蛋白和
!"#$()*#

表达

!!!

与临床病理学参数的关系

组织类型
$

!"#$

蛋白阳性表达

$

$

P

%

!

!"#$()*#

阳性表达

$

$

P

%

!

浸润深度

!

黏膜及黏膜下层
0$ $0

$

%&1$.

%

$

'1'% $5

$

/$16'

%

$

'1'%

!

肌层
0% 05

$

601''

%

0.

$

6/1''

%

病理分级

!

中*低分化
$& $5

$

&/1.&

%

%

'1'% $.

$

;015%

%

%

'1'%

!

高分化
06 00

$

&%1;/

%

05

$

&615$

%

临床分期

!%!&

期
0; 00

$

&;1%&

%

%

'1'% 0.

$

;%1&$

%

%

'1'%

!'!(

期
$; $5

$

&0100

%

$5

$

&0100

%

淋巴结转移

!

有
5' 0&

$

6'1''

%

$

'1'% 0;

$

65155

%

%

'1'%

!

无
$/ 6

$

%/10%

%

$'

$

/01%'

%

B

!

讨
!!

论

+,--

是头颈部最常见的恶性肿瘤之一#已证实其发生*

发展与多个基因的异常表达有关)

!"#$

基因是
"3A

等'

%

(于

$66.

年应用差异
GR*#

文库筛选法从
$5&/0*Y

大鼠乳腺癌

转移细胞系中首先克隆出来的一个与肿瘤浸润转移密切相关

的基因)目前#认为
!"#$

蛋白可能为参与调控细胞信号转

导通路及细胞骨架成分蛋白'

/:&

(

#能直接或间接下调某些抑制

肿瘤浸润转移相关基因的转录而促进肿瘤细胞浸润与转移#成

为肿瘤发生*发展过程中起重要作用的蛋白分子'

;

(

)黄永平和

孟翔凌'

6

(研究发现#胃癌组织中
!"#$

基因高表达#且与肿瘤

浸润深度和淋巴结转移密切相关&杨晶和张中明'

$'

(发现

!"#$

蛋白在
&

@

期食管癌组织中高表达与术后肿瘤纵膈淋

巴结转移复发有关)李中文和赵海泉'

$$

(研究发现
!"#$

基

因在肝癌组织中表达量明显增高#且转移性肝癌中
!"#$

基

因的表达显著高于非转移性肝癌)本研究采用免疫组织化学

法和原位杂交技术检测了
./

例
+,--

组织*

$%

例口腔黏膜白

斑和
0'

例正常口腔黏膜标本中
!"#$

在蛋白和
()*#

表达

水平的情况#发现
!"#$

基因在蛋白和
()*#

水平的表达是

一致的#且
!"#$

蛋白和
()*#

在
+,--

中阳性表达率明显

升高#与口腔黏膜白斑和正常口腔黏膜比较差异有统计学意义

$

!

$

'1'%

%#口腔黏膜白斑中
!"#$

蛋白和
()*#

阳性表达

率明显高于正常口腔黏膜#差异有统计学意义$

!

$

'1'$

%)通

过对
./

例
+,--

组织临床病理学参数与
!"#$

表达的相关

性研究发现#

!"#$

基因阳性表达与癌组织浸润深度*淋巴结

转移显著相关$

!

$

'1'%

%#说明
!"#$

的表达参与了
+,--

的

发生*发展*浸润转移#此结论不仅为进一步阐明
+,--

发生*

发展的分子机制提供了依据#还对判断肿瘤的生物学行为和预

后有重要参考意义#为临床医生选择最佳治疗方案提供参考依

据)但
!"#$

基因表达异常与
+,--

发生*发展的机制尚未

完全阐明)现有的研究显示#

!"#$

蛋白可能与组蛋白去乙

酰化酶$

A48>39=2=@G=>

M

H@8=8

#

ZR#-8

%结合形成核小体重塑与

脱乙酞基复合体$

9FGH=383(=D=(32=H49

?

@92A48>39=2=@G=>

M

:

H@8=

#

*F)R

%

'

$0

(

#进而促进核小体重构与组蛋白脱乙酰活性而

抑制抑癌基因的转录'

$5

(

&另一方面#

!"#$

蛋白还可导致细胞

角蛋白微丝系统装配不良#降低细胞骨架的稳定性从而促进肿

瘤的发生*浸润和转移'

$.

(

)因此#在分子水平上研究如何抑制

!"#$

基因表达或抑制其表达产物的活性有望成为防治肿瘤

的新方法)

本研究发现#

!"#$

蛋白表达与肿瘤的病理分级和临床

分期无显著相关关系$

!

%

'1'%

%#这与前期的研究不符'

$%

(

#可

能是由于实验本身的误差或此次标本量较少导致的#还需增加

标本量进一步研究)
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出*细胞浸润*间质细胞增生等为主并随病程存在明显病理性

不可逆改变)病原体超微结构观察显示#

OG

在肺泡腔内多见#

滋养体附着在肺泡
%

型上皮细胞#滋养体形态多样#表面有管

状突起和伪足样结构#内含管状体*吞饮小泡以及线粒体*内质

网*细胞核等细胞器&包囊表面有皱褶但未见管状突起#囊内有

数个囊内小体#具有滋养体样特征&这些超微结构与文献报道

相似'

$0:$5

(

)与文献报道不同的是#本研究还注意到在肺泡腔

内的
OG

滋养体内#外有大量高密度特殊颗粒#这种颗粒与
O-O

感染的严重程度正相关#感染越严重的鼠肺类似高密度特殊颗

粒越多)因此#对于高密度特殊颗粒的成分及其在
OG

生长发

育过程中的作用需待进一步研究)
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